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NOUVEAUX DERIVES DE 1 ,3-DIPHENYLPROP-2-EN-1-ONE SUBSTITUES, 

PREPARATION ET UTILISATIONS 

La presente invention concerne de nouveaux derives de 1 ,3-diphenylprop- 
2-en-1-one substitues, des compositions pharmaceutiques les comprenant, leurs 
applications en therapeutique, notamment pour le traitement de I'ischemie 
cerebrale. Elle a egalement trait a un procede de preparation de ces derives. 

En France, la pathologie vasculaire cerebrale (150000 nouveaux cas par 
an) represente la troisieme cause de mortalite et la premiere cause de handicap 
chez I'adulte. Les accidents ischemiques et hemorragiques concement 
respectivement 80% et 20% de cette pathologie. Les accidents ischemiques 
cerebraux constituent un enjeu therapeutique important pour diminuer la-morbidite 
et la mortalite de cette affection. Des avancees ont ete faites non seulement dans 
le traitement de la phase aigue de I'ischemie mais egalement dans sa prevention. 
II est aussi important de noter que I'identification et la prise en charge des facteurs 
de risque sont essentielles au traitement de cette pathologie. 

Les traitements medicamenteux des accidents ischemiques cerebraux sont 
fondes sur differentes strategies. Une premiere strategie consiste a prevenir la 
survenue des accidents ischemiques cerebraux par la prevention des facteurs de 
risque (hypertension arterielle, hypercholesterolemie, diabete, fibrillation 
auriculaire, etc.) ou par la prevention de la thrombose, en particulier a Taide d'anti- 
aggregants plaquettaires ou d'anticoagulants (Gorelick 2002) (Adams 2002). 

Une deuxieme strategie consiste a traiter la phase aigue de I'ischemie, afin 
d'en diminuer les consequences a long terme (Lutsep and Clark 2001). 

La physiopathologie de Tischemie cerebrale peut etre decrite de la fagon 
suivante : la zone de penombre, zone intermediaire entre le coeur de Tischemie ou 
les neurones sont necroses et le tissu nerveux intact, est le siege d'une cascade 
physiopathologique qui aboutit en quelques jours a la mort neuronale, si la 
reperfusion n'est pas assuree ou si la neuroprotection n'est pas assez efficace. Le 
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premier evenement, qui survient dans les premieres heures, est une liberation 
massive de glutamate qui aboutit a une depolarisation neuronale ainsi qu'a un 
oedeme cellulaire. Uentree de calcium dans la cellule induit des degats 
mitochondriaux favorisant la liberation de radicaux libres ainsi que induction 
d'enzymes qui provoquent la degradation membranaire des neurones. L'entree de 
calcium et la production de radicaux libres activent a leur tour certains facteurs de 
transcription, comme NF-kB. Cette activation induit des processus inflammatoires 
comme I'induction de proteines d'adhesion au niveau endothelial, I'infiltration du 
foyer ischemique par les polynucleaires neutrophiles, Pactivation microglial, 
^induction d'enzymes comme I'oxyde nitrique (NO) synthase de type II ou la 
cyclooxygenase de type II. Ces processus inflammatoires conduisent a la 
liberation de NO ou de prostanoTdes qui sont toxiques pour la cellule. L'ensemble 
de ces processus aboutit a un phenomene d'apoptose provoquant des lesions 
irreversibles (Dirnagl, ladecola et ai. 1999). 

Le concept de neuroprotection prophylactique s'appuie sur des bases 
experimentales mettant en evidence une resistance vis-a-vis de I'ischemie dans 
des modeles animaux. En effet, differentes procedures appliquees prealablement 
a la realisation d'une ischemie cerebrale experimentale permettent de rendre 
celle-ci moins severe. Differents stimuli permettent d'induire une resistance a 
Tischemie cerebrate : le preconditionnement (ischemie breve precedant une 
ischemie prolongee) ; un stress thermique ; ('administration d'une faible dose de 
lipopolysaccharide bacterien (Bordet, Deplanque et al. 2000). 

Ces stimuli induisent des mecanismes de resistance qui activent des 
signaux declenchant les mecanismes de protection. Differents mecanismes de 
declenchement ont ete mis en evidence : cytokines, voies de Inflammation, 
radicaux libres, NO, canaux potassique ATP dependant, adenosine. Le delai 
observe entre le declenchement des evenements precoces et la resistance a 
Tischemie provient de la necessite d'une synthese proteique. Differents types de 
proteines ont ete decrits comme induisant la resistance a Tischemie : les proteines 
du choc thermique, les enzymes anti-oxydantes et les proteines anti-apoptotiques 
(Nandagopal, Dawson etal. 2001). 
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II existe done un reel besoin de composes capables de prevenir Papparition 
des facteurs de risque de I'accident vasculaire cerebral tels que Tatheroaclerose, 
le diabete, I'obesite, etc., capables d'exercer une activite prophylactique en terme 
5 de neuroprotection mais egalement d'assurer une neuroprotection active dans la 
phase aigue des accidents ischemiques cerebraux. 

Les fibrates sont largement utilises dans le cadre du traitement des 
hypertriglyceridemies. lis ont egalement des effets favorables au niveau de 

10 Thypercholesterolemie. Les fibrates ont un spectre d'action pleiotropique. lis 
activent une classe de recepteurs nucleaires (PPARs) impliques dans la 
coordination de I'expression de proteines responsables du transport ou du 
metabolisme des lipides. Le caractere pleiotropique du spectre d'action des 
fibrates reside dans la diversite des genes cibles des PPARs. En effet, les fibrates 

15 sont capables de normaliser la Hpemie et done de reduire le developpement de 
I'atherosclerose, mais ils ont egalement des proprietes anti-inflammatoires sur la 
paroi vasculaire et sur la thrombose (Fruchart, Staels et al. 2001). 
Les PPARs (a,p,y) appartiennent a la famille des recepteurs nucleaires actives par 
les hormones. Lorsqu'ils sont actives par une association avec leur ligand, ils 

20 s'heterodimerisent avec le Retino'id-X-Receptor (RXR) et se fixent alors sur des 
« Peroxisome Proliferator Response Elements » (PPREs) qui sont localises dans 
la sequence des promoteurs des genes cibles. La fixation de PPAR sur le PPRE 
induit ainsi I'expression du gene cible (Fruchart, Staels et al. 2001). 
Les PPARs sont distribues dans une grande variete d'organes, mais avec une 

25 certaine tissu-specificite pour chacun d'entre eux a Texception de PPARp dont 
I'expression semble ubiquitaire. L'expression de PPARa est particulierement 
importante au niveau du foie et le long de la paroi intestinale alors que PPARy 
s'exprime principalement dans le tissu adipeux et la rate. Au niveau du systeme 
nerveux central les trois sous types (a, p, y) sont exprimes. Les cellules telles que 

30 les oligodendrocytes ainsi que les astrocytes expriment plus particulierement le 
sous-type PPARa (Kainu, Wikstrom et al. 1994). 



Les gene cibles des PPARs controlent le metabolisme des lipides et des 
glucides. Cependant, des decouvertes recentes suggerent que les PPARs 
participent a d'autres processus biologiques. L'activation des PPARs par leurs 
ligands induit le changement de Factivite transcriptionnelle de genes qui modulent 
5 le processus inflammatoire, les enzymes antioxydantes, I'angiogenese, la 
proliferation et la differenciation cellulaire, I'apoptose, les activites des iNOS, 
MMPases et TIMPs (Smith, Dipreta et al. 2001 ; Clark 2002). L'activation de PPAR 
a et y est par exemple responsable de I'arret de la proliferation des keratinocytes 
epidermiques et favorise leur differenciation (Ellis, Varani et al. 2000; Komuves, 
10 Hanley et al. 2000). 

Les radicaux libres interviennent dans un spectre tres large de pathologies 
comme les allergies, I'initiation et la promotion cancereuse, les pathologies 
cardiovasculaires (atherosclerose, ischemie), les desordres genetiques et 
metaboliques (diabetes), les maladies infectieuses et degeneratives (Alzheimer, 
15 Parkinson, Prion, etc.) ainsi que les problemes ophtalmiques (Mates, Perez- 
Gomez etal. 1999). 

Les especes reactives oxygenees (ROS) sont produites pendant le 
fonctionnement normal de la cellule. Les ROS sont constitutes de radicaux 
hydroxyle (OH), de Tanion superoxyde (O2'), du peroxyde d'hydrogene (H 2 0 2 ) et 

20 de Toxyde nitrique (NO). Ces especes sont tres labiles et, du fait de leur grande 
reactivite chimique, elles constituent un danger pour les fonctions biologiques des 
cellules. Elles provoquent des reactions de peroxydation lipidique, I'oxydation de 
certains enzymes et des oxydations tres importantes des proteines qui menent a 
leur degradation. La protection vis-a-vis de la peroxydation lipidique est un 

25 processus essentiel chez les organismes aerobies, car les produits de 
peroxydation peuvent causer des dommages a I'ADN. Ainsi un dereglement ou 
une modification de I'equilibre entre la production, la prise en charge et 
Telimination des especes radicalaires par les defenses antioxydantes naturelles 
conduisent a la mise en place de processus deleteres pour la cellule ou 

30 Porganisme. 



La prise en charge des ROS se fait via un systeme antioxydant qui comprend une 
composante enzymatique et non enzymatique. Le systeme enzymatique se 
compose de plusieurs enzymes dont les caracteristiques sent les suivantes : 

- La superoxyde dismutase (SOD) detruit le radical superoxyde en le 
5 convertissant en peroxyde. Ce dernier est lui meme pris en charge par un 

autre systeme enzymatique. Un faible niveau de SOD est constamment 
genere par la respiration aerobie. Trois classes de SOD ont ete identifies 
chez rhomme, elles contiennent chacune du Cu, Zn, Fe, Mn, ou Ni comme 
cofacteur. Les trois formes de SOD humaines sont reparties de la maniere 
10 suivante Cu-Zn SOD qui sont cytosoliques, une Mn-SOD mitochondriale et 

une SOD extracellulaire. 

- La catalase est tres efficace pour convertir le peroxyde d'hydrogene (H2O2) 
en eau et en O2. Le peroxyde d'hydrogene est catabolise de maniere 
enzymatique dans les organismes aerobies. La catalase^ catalyse 

15 egalement la reduction d'une variete d'hydroperoxydes (ROOH). 

- La glutathion peroxydase contient du selenium comme cofacteur et 
catalyse la reduction d'hydroperoxydes (ROOH et H 2 0 2 ) en utilisant du 
glutathion, et protege ainsi les cellules contre les dommages oxydatifs. 

Les defenses cellulaires antioxydantes non enzymatiques sont constitutes 
20 par des molecules qui sont synthetisees ou apportees par I'alimentation. 

II . existe des molecules antioxydantes presentes dans differents 
compartiments cellulaires. Les enzymes detoxifiantes sont par exemple chargees 
d'eliminer les radicaux libres et sont indispensables a la vie de la cellule. Les trois 
types de composes antioxydants les plus importants sont les carotenoTdes, la 
25 vitamine C et la vitamine E (Gilgun-Sherki, Melamed et al. 2001). 

Pour eviter le phenomene d'apoptose induit par Tischemie cerebrale et ses 
consequences secondares, les inventeurs ont mis au point de nouveaux 
composes capables de prevenir Tapparition des facteurs de risque decrits ci- 
30 dessus et capables d'exercer une activite prophylactique en terme de 
neuroprotection, mais egalement d'assurer une neuroprotection active dans la 
phase aigue des accidents ischemiques cerebraux. 



Les inventeurs ont egalement mis en evidence que les composes selon Pinvention 
ont a la fois des proprietes d'activateurs PPAR, d'antioxydants et 
d'antiinflammatoires et, a ces titres, les composes presentent un haut potentiel 
5 therapeutique ou prophylactique des accidents ischemiques cerebraux. 

La presente invention conceme ainsi de nouveaux derives de 1,3- 
diphenylprop-2-en-1 -one substitues, des compositions pharmaceutiques les 
comprenant, leurs applications en therapeutique, notamment pour le traitement de 
10 I'ischemie cerebrale. Elle a egalement trait a un procede de preparation de ces 
derives. 

La presente invention a done pour but de proposer de nouveaux derives de 1,3- 
diphenylprop-2-en-1-one substitues presentant une formule amelioree et une 
1 5 efficacite therapeutique satisfaisante. 

La presente invention a egalement pour but de proposer des precedes de 
preparation de ces nouveaux derives de 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitues. 

Ces buts et d'autres sont atteints par la presente invention qui a notamment pour 
20 objet des derives de 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitues de formule (I) 
suivante : 




(0 

25 dans laquelle : 

X1 represente un halogene ou un groupement -R1 ou un groupement repondant a 
la formule suivante : -G1-R1, 




X2 represente un atome d'hydrogene ou un groupement thionitroso ou un 
groupement hydroxy ou un groupement alkyloxy ou un groupement 
alkylcarbonyloxy ou un groupement thiol ou un groupement alkylthia ou un 
groupement alkylcarbonylthio, X2 peut egalement representer un atome 
5 d'oxygene ou de soufre lie au carbone 3 de la chaTne propene, pour former un 
derive de type 2-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (cette possibility est representee 
dans la formule (I) par les pointilles), 

X3 represente un groupement -R3 ou un groupement repondant a la formule 
10 suivante : -G3-R3, 

X4 represente un halogene ou un groupement thionitroso ou un groupement -R4 
ou un groupement repondant a la formule suivante : -G4-R4, 

15 X5 represente un groupement -R5 ou un groupement repondant a la formule 
suivante : -G5-R5, 

X6 estun atome d'oxygene ou un atome d'azote, dans le cas ou X6 est un atome 
d'azote, il porte un atome d'hydrogene ou un groupement hydroxy ou un 
20 groupement alkyloxy, 

R1, R3, R4, R5, identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene ou 
un groupement alkyle substitue ou non par au moins un groupement faisant partie 
du groupe 1 ou du groupe 2 definis ci-dessous, 

25 

G1,G3, G4, G5, identiques ou differents, represented un atome d' oxygene ou de 
soufre, 

avec au moins un des groupements X1 , X3, X4 ou X5 repondant a la formule -G- 
30 R, et 



avec au moins un des groupements R1, R3, R4 ou R5 present sous la forme d'un 
radical alkyle portant au moins un substituant du groupe 1 ou 2, ledit radical alkyle 



etant lie directement au cycle ou etant associe a un groupement G selon la 
formule -GR, 

les substituants du groupe 1 sont choisis parmi les groupements carooxy de 
5 formule : -COORe et les groupements carbamoyle de formule : -CONR 6 R7, 

les substituants du groupe 2 sont choisis parmi I'acide sulfonique (-S0 3 H) et les 
groupements sulfonamide de formule : -SO2NR6R7 

10 avec Re et R 7 , identiques ou differents, representant un atome d'hydrogene ou un 
radical alkyle eventuellement substitue par au moins un groupe de type 1 ou 2, 

leurs isomeres optiques et geometriques, leurs racemates, leurs tautomeres, leurs 
sels, leurs hydrates et leurs melanges, 

15 

a i'exclusion des composes de formule (I) dans laquelle 

- Xi, X 2 , X3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRsRg-COORio, avec Rs et R 9 , identiques ou differents, represented un radical 

20 alkyle de C1-C2, et R10 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 
C1-C7, et 

- X 2 , X 3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X1 represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 

25 represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRnRi 2 -COOR 10 , avec Rn et R12, identiques ou differents, represented un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R 10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 



30 



La presente invention inclut egalement les prodrogues des composes de 
formule (I), qui, apres administration chez un sujet, vont se transformer en 
composes de formule (I) et/ou les metabolites des composes de formule (I) qui 



presented des activates therapeutiques comparables aux composes de formule 
0). 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant, dans un support acceptable sur le plan 
pharmaceutique, au moins un compose de formule (I) tel que decrit ci-dessus, 
eventuellement en association avec un autre actif therapeutique. 

Elle concerne aussi ('utilisation d'au moins un compose de formule (I) pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a traiter une pathologie 
vasculaire cerebrate, tel que i'ischemie cerebrate ou un accident hemorragique 
cerebral. 

La presente invention a enfin pour objet un precede de preparation des: 
composes de formule (I). 

Dans le cadre de la presente invention, les derives de formule (I) tels que 
decrits ci-dessus peuvent adopter la conformation cis ou trans. 

De maniere avantageuse, X4 est un groupement thionitroso ou un 
groupement -R4 ou un groupement repondant a la formule -G4-R4. Les derives 
de la formule (I) dans lesquels X4 repond a la precedente definition represented 
les derives de formule generate (II) dans laquelle G4 et R4 sont tels que definis 
precedemment. 

De maniere avantageuse, X2 est un groupement thionitroso ou un 
groupement hydroxy ou un groupement alkyloxy ou un groupement thiol ou un 
groupement alkylthio. Les derives de la formule (I) dans lesquels X2 repond a la 
precedente definition represented les derives de formule generate (III). 

D'autres derives avantageux de la formule (I) de I'invention ont une formule 
generate (IV) telle que X4 est un groupement thionitroso ou un groupement -R4 
ou un groupement repondant a la formule -G4-R4 et X2 est un groupement 
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thionitroso ou un groupement hydroxy ou un groupement alkyloxy ou un 
groupement thiol ou un groupement alkylthio, G4 et R4 etant tels que definis 
precedemment. 

5 Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 

decrits precedemment, caracterises en ce que X1 est un groupement -G1-R1 
dans lequel R1 est un groupement alkyle portant un substltuant du groupe 1, avec 
G1 et le substituant du groupe 1 etant tels que definis precedemment. 

10 Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 

decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 ou 
R4 est un groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec G4 et le 
substituant du groupe 1 etant tels que definis precedemment. 

15 Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 

decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4, R4 
est tel que defini precedemment et X3 ou X5 represente respectivement R3 ou 
G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre part, avec R3 ou R5 qui represente un 
groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 

20 1 etant tel que defini precedemment. 

Un autre objet de I'invention concerne des derives de la formule (I) tels que 
decrits precedemment, caracterises en ce que X1 est un groupement -G1-R1 
dans lequel G1 est un atome d'oxygene et R1 est un groupement alkyle portant un 
25 substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 1 etant tel que defini 
precedemment. 

Un autre objet de I'invention concerne des derives de ia formule (I) tels que 
decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 
30 dans lequel G4 est un atome d'oxygene et R4 est un groupement alkyle portant un 
substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 1 etant tel que defini 
precedemment. 
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Un autre objet de ['invention concerne des derives de la formule (I) tels que 
decrits precedemment, caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 
dans lequel G4 est un atome d'oxygene, R4 est tel que defini precedemment et X3 
ou X5 represente respectivement R3 ou G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre 
5 part, avec R3 ou R5 est un groupement alkyle portant un substituant du groupe 1 , 
ledit substituant du groupe 1 etant tel que defini precedemment 

Un autre objet de Pinvention cohceme des derives de formule (I) dans 
laquelle au moins un des groupements X1 , X3, X4 et X5 comprend une fonction 
10 acide ou ester. 

Selon la presente invention, le terme "alkyle" designe plus particulierement 
un radical hydrocarbone Hneaire, ramifie ou cyclique, halogene ou non, ayant de 1 
a 24, de preference 1 a 10, atomes de carbone tels que methyle, ethyle, propyle, 
15 isopropyie, butyle, isobutyle, ferf-butyle, pentyle, neopentyle, n-hexyle. Les 
groupes en C^C 2 ou C2-C7 sont particulierement preferes. Les groupes methyle et 
ethyle sont tout particulierement preferes. Les radicaux alkyle peuvent 
eventuellement etre interrompus par un ou plusieurs substituants du groupe 1 ou 
2. 

20 

Le terme thionitroso fait reference a un groupement nitroso lie au cycle 
aromatique par Ttntermediaire d'un atome de soufre. 

Le terme halogene represente un atome de chlore ou un atome de brome 
25 ou un atome d'iode ou un atome de fluor. 

Le terme alkyloxy fait reference a une chaTne alkyle liee au cycle par 
Pintermediaire d'un atome d'oxygene. La chaTne alkyle repond a la definition 
precedemment enoncee. 

30 

Le terme alkylthio fait reference a une chaTne alkyle liee au cycle 
aromatique par Pintermediaire d'un atome de soufre (liaison thioether). La chaTne 
alkyle repond a la definition precedemment enoncee. 



Selon un mode particulier de I'invention, les composes preferes sont 
indiques ci-dessous avec les formules qui leur sont associees : 

le 1 -[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en- 
1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[4-/sopropyloxycarbonyl 
dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one (compose-1) : 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le l-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyI]prop-2-en-1-one et le 
1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-/sopropyIoxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]prop-2- 

en-1-one (compose-2): 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-methylcarbonyloxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethyloxyph§nyl]prop-2- 
en-1-one et le 1-[2-methylcarbony!oxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethyl 
methyioxyphenyl]prop-2-en-1-one (compose-3) : 



# • 




O-R 



Y° 0 



o 

R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethyImethy^ - 

hydroxyiminoprop-2-ene et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4- 

/sopropyloxycarbonyldimeth^ 
(compose-4) : 

o 

ii °^ ^°- R 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1 -[2-hydroxy^-carboxydimethylmethyloxyphenyI]-3-[3,5-dife/<butyl-4- 

hydroxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-ethyloxycarbonyl 
dimethylmethyloxyphenyl]-3-[3,5-di?ertbutyl-4-hydroxyphenyl]prop-2-en^ 
(compose-5): 




o 



R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxy-4-hydroxy-5- 
terfbutylphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3- 
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/sopropyloxyrarbonyldimethylmethyto 
one (compose-6): 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le l-[2-hydroxy^-chlorophenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxy-4-hydroxy-5- 
ferfbutylphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3- 
1 0 /sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxy-4-hydroxy-5-ferft)utylphenyl]prop-2-en-1 - 

one (compose-7) : 




15 R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyl-4-hydroxy-5- 

ferfbutylphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3- 
/sopropyloxycarbonyldimethylmethyl-4-hydroxy-5-teAfbutylphenyl]prop-2-en-1-one 

(compose-8) : 
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R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxy^-chlorophehyl]-3-[3-carboxydimethylmethyl-4-hydroxy-5- 
fe/foutylphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3- 

/sopropyloxycarbonyldimethyJm6thyl-4-hydroxy-5-feAft)utylphenyl]prop-2-en-1-one 
(compose-9) : 




R = -H, -CH(CH 3 )2 

le l-P-hydroxy^-chlorophenylJ-S-tS.S-dimethoxy^-carboxydimethylmethyl 
oxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3,5-dimethoxy-4- 
/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxy phenyl]prop-2-en-1-one (compose-10) : 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxyphenyl]-343,5-dimethoxy-4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop- 
2-en-1-one et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3,5-dimethoxy-4- 

/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one (compose- 1 1) : 




o 



R = -H,-CH(CH 3 ) 2 
le 1-[2-hydroxy^-carboxydim^ 

hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one et le 1 -[2-hydroxy-4- 

/sopropyIoxycarbonyldimethylmethyloxypheny!]-3-[3,5-dimeth 
hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one (compose- 1 2): 




o 



R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[3,4-dihydroxy-5- 

carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1 -[2-hydroxy-4- 
chlorophenyl]- S-p^-dihydroxy-S-Zsopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]^ 
2-propen-l-one (compose-13) : 



OH 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxy-4-carboxydimethyImethyloxyphenyl]- 3-[3,5-dimethyl-4- 
hydroxyphenyl]prop-2-en-l -one et le 1-[2-hydroxy-4-/sopropyloxycarbonyl 



dimethylmethyloxyphenyl]- 3-[3,5-dimethyl-4-hydroxyphenyl]prop-2-en«1-one 
(compose-14) : 




o 



R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-hydroxy^-chlorophenyi]-3-[3,5<limethyMK;arboxydimethyImethyl 
oxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3,5-dimethyl-4- 
/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxy phenyl]prop-2-en-1-pne (compose-15) : 




o— R 



R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

et le 1 -[2-hydroxyphenyl3-3-[3,5-dimethyl^carboxydimethylmethyioxyphenyl]prop- 
2-en-1-one et le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[3,5-dimethyl-4-/sopropyloxycarbonyI 
dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one (compose-16) : 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 
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et le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1 -one 
et le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl] 
prop-2-en-1-one (compose-17) : 



O-R 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 



10 



15 



le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethylthiophenyl]prop-2-en-1 -one et 
le l-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethylmethylthiophenyi]prop-2- 

en-1-one (compose-18) : 




R = -H, -CH(CH 3 ) 2 

le 1-[2-mercapto-4-methyloxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop- 
2_en-1-one et le l-[2-mercapto-4-methyloxyphenylh3-[4- 

/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1 -one (compose-1 9) : 




o-r 



La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation de 
composes de formule (I). 



m 



Ce procede de preparation presente de nombreux avantages. II est simple 
a mettre en ceuvre industriellement et permet d'obtenir un rendement eleve en 
composes de formule (I). 

5 Le procede de la presente invention comprend une mise en contact en 

milieu basique ou en milieu acide d'au moins un compose de formule (A) avec au 
moins un compose de formule (B), les formules (A) et (B) etant : 
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formules dans lesquelles X1, X2, X3, X4 et X5 ont les definitions donnees 
precedemment. 

Les conditions de mise en oeuvre de cette reaction en milieu acide ou 
15 basique sont a la portee de I'homme du metier et peuvent varier dans une large 
mesure. 

La mise en contact de ces deux composes est avantageusement realisee 
de maniere stcechiometrique. Elle est realisee de preference a une temperature 
20 ambiante (entre environ 18°C et 25°C) et a pression atmospherique. 

En milieu basique, la reaction est de preference realisee en presence d'une 
base forte, tel qu'un hydroxyde de metal alcalin, comme Thydroxyde de sodium. 

25 En milieu acide, la reaction est de preference realisee en presence d'un 

acide fort, tel que Tacide chlorhydrique. 



Le schema reactionnel peut etre represents comme suit : 



o 

(A) (B) 

La synthese en milieu basique peut etre realisee de la fagon suivante : 

La cetone (compose (A)) a 1 equivalent-molaire et I'aldehyde (compose (B)) a 1 
equivalent-molaire sont solubilises dans une solution hydroaicoolique d'hydroxyde 
de sodium a 20 equivalents-molaire. L'ensemble est agite pendant environ 18 
heures a temperature ambiante (entre 18 et 25°C). Le milieu est ensuite acidifie 
(pour atteindre en particulier un pH d'environ 2) notamment avec de I'acide 
chlorhydrique. 

La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitute attendue peut etre obtenue par 
precipitation ou extraction solide/liquide apres evaporation du milieu reactionnel. 
Elle peut etre ensuite purifiee par chromatographie sur gel de silice ou par 
recristallisation. 

La synthese en milieu acide peut etre realisee de la facon suivante : 

La cetone (compose (A)) a 1 equivalent-molaire et I'aldehyde (compose (B)) a 1 
equivalent-molaire sont solubilises dans une solution d'ethanoi saturee d'acide 
chlorhydrique gazeux. L'ensemble est agite a temperature ambiante pendant 
environ 6 heures, le solvant est elimine, notamment par evaporation sous pression 
reduite. La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitute est purifiee, notamment par 
chromatographie sur gel de silice. 

Un autre objet de la presente invention concerne toute composition 
pharmaceutique comprenant dans un support acceptable sur le plan 
pharmaceutique au moins un compose de formule (I) tel que decrit ci-dessus. 
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II s'agit avantageusement d'une composition pharmaceutique pour le 
traitement ou la prophylaxie des pathologies vasculaires cerebrates .et plus 
particulierement de I'ischemie cerebrate ou des accidents vasculaires cerebraux. II 
a en effet ete trouve de maniere surprenante que les composes de formule (I) 
possedaient a la fois des proprietes d'activateurs PPAR, d'antioxydants et d'anti- 
inflammatoires et possedaient une activite prophylactique et neuroprotective aigue 
de Tischemie cerebrate. 

L'invention concerne egalement Tutilisation d'un compose tel que defini ci- 
avant pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a la mise 
en ceuvre d'une methode de traitement ou de prophylaxie du corps humain ou 
animal. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement des pathologies 
vasculaires cerebrates et plus particulierement de Tischemie cerebrate, 
comprenant ['administration a un sujet, notamment humain, d'une dose efficace 
d'un compose ou d'une composition pharmaceutique tels que definis ci-avant, y 
compris les composes de formule generate (1) dans laquelle : 

- Xi, X2, X3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRsRg-COORio, avec Rs et R9, identiques ou differents, representent un radical 
alkyle de C1-C2, et R6 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 
C1-C7, et 

- X 2 , X 3 et X5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X1 represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRnR 12 -COORio, avec Rn et R12, identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R 10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 
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De preference, la methode de traitement des pathologies vasculaires 
cerebrates et plus particulierement de I'ischemie cerebrate, comprend 
I'administration a un sujet, notamment humain, d'une dose efficace d'un compose 
de formule (I) ou d'une composition pharmaceutique tels que deflnis ci-avant, a 
l'exclusion des composes de formule generate (I) dans laquelle : 

- Xi, X 2 , X3 et X5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CR 8 R9-COOR 10 , avec Ra et R 9 , identiques ou differents, representent un radical 
alkyle de C1-C2, et R B represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 
C1-C7, et 

- X 2 , X 3 et X 5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X1 represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CR11R12-COOR10, avec R11 et R12, identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention comprennent 
avantageusement un ou plusieurs excipients ou vehicules, acceptables sur le plan 
pharmaceutique. On peut citer par exemple des solutions salines, physiologiques, 
isotoniques, tamponnees, etc., compatibles avec un usage pharmaceutique et 
connues de I'homme du metier. Les compositions peuvent contenir un ou 
plusieurs agents ou vehicules choisis parmi les dispersants, solubilisants, 
stabilisants, consen/ateurs, etc. Des agents ou vehicules utilisables dans des 
formulations (liquides et/ou injectables et/ou solides) sont notamment la 
methylcellulose, I'hydroxymethylcellulose, la carboxymethylcellulose, le 
polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles vegetates, I'acacia, 
etc.. Les compositions peuvent etre formulees sous forme de suspension 
injectable, de gels, huiles, comprimes, suppositoires, poudres, gelules, capsules, 
etc., eventuellement au moyen de formes galeniques ou de dispositifs assurant 
une liberation prolongee et/ou retardee. Pour ce type de formulation, on utilise 
avantageusement un agent tel que la cellulose, des carbonates ou des amidons. 
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Les composes ou compositions selon ttnvention peuvent etre administres 
de differentes manieres et sous differentes formes. Ainsi, ils peuvent etre jnjectes 
par voie orale ou systemique , comme par exemple par voie intraveineuse, intra- 
5 musculaire, sous-cutanee, trans-dermique, intra-arterielle, etc.. Pour les injections, 
les composes sont generalement conditionnes sous forme de suspensions 
liquides, qui peuvent etre injectees au moyen de seringues ou de perfusions, par 
exemple. II est entendu que le debit et/ou la dose injectee peuvent etre adaptes 
par I'homme du metier en fonction du patient, de la pathologie, du mode 

10 d'administration, etc.. Typiquement, les composes sont administres a des doses 
pouvant varier entre 1 pg et 2g /administration, preferentiellement de 0,1 mg a 1 g 
/administration. Les administrations peuvent etre quotidiennes ou repetees 
plusieurs fois par jour, le cas echeant D'autre part, les compositions selon 
Tinvention peuvent comprendre, en outre, d'autres agents ou principes actifs. 

15 , 
LEGENDES DES FIGURES 

Figure -1 Evaluation des proprietes antioxydantes du compose-2 sur I'oxydation 
des LDL par le dihydrochloride d'azobis (2-amidinopropane) ( AAPH) 

20 

Sur la figure 1-a sont represents les resultats de I'experience mesurant la 
formation de dienes conjugues en fonction du temps. On peut observer que 
I'incubatibn des LDL avec le compose-2, a des concentrations de 10" 3 M et lO^M, 
retarde la formation de dienes conjugues. La Lag-Phase est de 22,6 minutes pour 
25 TAAPH seul, alors que le delai d'apparition des dienes conjugues passe a 92 
minutes lorsque les LDL sont incubes avec le compose-2 a 10" 3 M et a 61,2 
minutes a 10* 4 M. Ce retard de formation de dienes conjugues est caracteristique 
de produits antioxydants. 

La figure 1-b represente la Vitesse de formation des dienes en fonction des 
30 differents traitements. Uincubation du compose-2 avec les LDL en presence de 
AAPH ralentit la Vitesse de formation des dienes conjugues. La Vitesse de 
formation des dienes conjugues est de 0,85 nmol/min/mg de LDL avec I'AAPH 
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seul, cette vitesse est diminuee de 80% (0,17 nmol/min/mg de LDL) avec le 
compose-2 a lO^M et de 20% (0,68 nmol/min/mg de LDL) a lO^M. 
La Figure 1-c represente la quantite maximum de dienes conjugues formee au 
cours du temps. L'incubation des LDL avec I'AAPH entrame la formation 180 
5 nmol/mg de LDL de dienes conjugues, l'incubation avec le compose-2 a 10" 3 M 
diminue de 33% la formation de dienes conjugues (120 nmoi/mg de LDL). 

Figure 2 Evaluation des proprietes antioxydantes du compose-5 sur I'oxydation 
des LDL par le dihvdrochloride d'azobis (2-amidinopropane) ( AAPH) 

10 

Sur la figure 2-a sont represents les resultats de I'experience mesurant la 
formation de dienes conjugues en fonction du temps. On peut observer que 
l'incubation des LDL avec le compose-5, a des concentrations de lO^M, 10" 5 M et 
lO^M retarde la formation de dienes conjugues. La Lag-Phase est de 134,1 

15 minutes pour I'AAPH seul, alors que le delai d'apparition des dienes conjugues 
depasse les 480 minutes (de la mesure experimentale), lorsque les LDL sont 
incubes avec le compose-5 a lO^M. L'incubation avec le compose-5 a 10" 5 M 
decale la Lag-Phase a 327,1 minutes et a 10" 6 M cette valeur atteint 193,5 minutes. 
Ce retard de formation de dienes conjugues est caracteristique de produits 

20 antioxydants. 

La figure 2-b represente la vitesse de formation des dienes en fonction des 
differents traitements. L'incubation du compose-5 avec LDL en presence de AAPH 
ralentit la vitesse de formation des dienes conjugues. La vitesse de formation des 
25 dienes conjugues est de 1 ,22 nmol/min/mg de LDL avec I'AAPH seul, cette vitesse 
est non determinee (non mesurable car trop faible) avec le compose-5 a lO^M, 
elle est diminuee de 53% (0,58 nmol/min/mg de LDL) avec le compose-5 a 10" 5 M 
et elle est reduite de 8% avec le compose-5 a 10" 6 M (1,12 nmol/min/mg de LDL). 

30 La Figure 2-c represente la quantite maximum de dienes conjugues formee au 
cours du temps. L'incubation des LDL avec I'AAPH entrame la formation de 555 
nmol/mg de LDL de dienes conjugues, l'incubation avec le compose-5 a lO^M 
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diminue de 83% la formation de dienes conjugues (97 nmol/mg de LDL), de 72% 
(157 nmol/mg de LDL) a 10' 5 M et de 9% (507 nmol/mg de LDL) a lO^M. 

Figure 3 Evaluation des proprietes antioxydantes du compose-5 sur I'oxydation 
5 des LDL par le cuivre (Cu) 

Sur la figure 3-a sont representes les resultats de I'experience mesurant la 
formation de dienes conjugues en fonction du temps. On peut observer que 
I'incubation des LDL avec le compose-5, a des concentrations de lO^M, 10" 5 M et 

10 10" 6 M retarde la formation de dienes conjugues. La Lag-Phase est de 72,9 
minutes pour le cuivre seul alors que le delai d'apparition des dienes conjugues 
depasse les 480 minutes (de la mesure experimental) lorsque les LDL sont 
incubes avec le compose-5 a 10^M. Le compose-5 a 10" 5 M decale la Lag-Phase a 
333,2 minutes et a 10" 6 M a 142,6 minutes. Ce retard de formation de dienes 

15 conjugues est caracteristique de produits antioxydants. -v 

La figure 3-b represente la Vitesse de formation des dienes en fonction des 
differents traitements. L'incubation du compose-5 avec les LDL en presence de 
cuivre ralentit la Vitesse de formation des dienes conjugues. La vitesse de 
20 formation des dienes conjugues est de 4 nmol/min/mg de LDL avec le cuivre seul, 
cette vitesse est non determinee avec le compose-5 a lO^M (non mesurable car 
trop faible), elle est diminuee de 87,5% (0,5 nmol/min/mg de LDL) a 10" 5 M et de 
12,5% a 10" 6 M (3,5 nmol/min/mg de LDL). 

25 La Figure 3-c represente la quantite maximum de dienes conjugues formee au 
cours du temps. L'incubation des LDL avec le cuivre entraTne la formation 555 
nmol/mg de LDL de dienes conjugues, l'incubation avec le compose-5 a lO^M 
diminue de 83% la formation de dienes conjugues (97 nmol/mg de LDL), de 72% 
(157 nmol/mg de LDL) a 10" 5 M et 9% (507 nmol/mg de LDL) a 10" 6 M. 

30 

Figure 4 : evaluation des proprietes d'agoniste PPARa des composes selon 
I'invention avec le systeme de transactivation PPARoc/Gal4. 




Les cellules RK13 sont incubees avec differents composes aux concentrations 
suivantes 10, 30 et 100 |jM, pendant 24h. Les resultats sont representes par le 
facteur d'induction (signal luminescent par rapport aux cellules non traitees) en 
5 fonction des differents traitements. Plus le facteur d'induction est eleve meilleure 
est la propriete d'agoniste pour PPARa. Les resultats montrent que le compose- 1 
permet induction d'un facteur 30 aus concentrations utilisees, le compose-2 a un 
facteur d'induction maximal de 60 a 100 pM de 22 a 30 pM et de 4 a 10 pM. Le 
compose-10 active le systeme avec un facteur d'induction de 10 pour les 

10 concentrations 10 et 30 pM. Le compose-11 possede un facteur d'induction de 10 
pour ia plus forte concentration 100 pM, de 5 a 30 pM et de 3 a 10 pM. Le 
compose-15 permet I'activation du systeme avec un facteur de 37 a 100 pM, 50 a 
30 pM et 35 a 10 pM. Le compose 17 a un facteur d'induction de 28 a 100 pM 
mais a 30 pM ce dernier est de 5 et a 10 pM il atteint 2. 

15 Ces resultats montrent que les composes selon I'invention testes possedent la 
propriete de ligand vis-a-vis de PPARa et permettent aussi son activation au 
niveau transcriptionnel. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la 
20 lecture des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et 
non limitatifs. 

EXEMPLES 

25 EXEMPLE 1 : Synthese des composes selon I'invention 




Synthese en milieu basique : 

La cetone (1 eq) et I'aldehyde (1 eq) sont solubilises dans une solution 
hydroalcoolique d'hydroxyde de sodium (20 eq). L'ensemble est agite 18 heures a 
temperature ambiante. Le milieu est acidifie (pH = 2) avec de I'acide 
chlorhydrique. 

La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substituee attendue est obtenue par precipitation 
ou extraction solide liquide apres evaporation du milieu reactionnel. Elle est 
purifiee par chromatographie sur gel de silice ou par recristallisation. 

1 -[2-hydroxy^-ch!oropheny0-3-[4-cato _ 
one : 

Purification : Recristallisation dans P ethanol 

RMN 1H CDCI 3 Sppm r 1.57 (s, 6 H), 6.8 (d, J = 8.55Hz, 2H), 7.1 (m, 2H), 7.8 (m, > 
4H), 8.24 (d, J = 8.52 Hz, 2 H), 12.8 (signal, 1H), 13.3 (signal, 1H) 

Exemple de preparation d'une 1.3-diph6nylprnp-9-fin-i-nno substituee sous forme 
ester a partir de I'acide correspondant : 

La I.S-diphenylprop^-en-l-one substituee sous forme acide (1 eq) est solubilisee 
dans le dichloromethane. Le dichloromethylmethylether (3 eq) est ajoute ; 
L'ensemble est maintenu 8 heures a reflux. Le solvant et I'exces de reactif sont 
elimines par evaporation sous pression reduite. Le residu d'evaporation est repris 
par de I'isopropanol (50 eq). Apres 12 heures d'agitation a temperature ambiante, 
I'isopropanol est elimine par evaporation sous pression reduite. La 1,3- 
diphenylprop-2-en-1-one substituee sous forme ester pure est obtenue par 
purification sur gel de silice. 

Exemple : 1 -[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyl 
oxyphenyl]prop-2-en-1-one : 



ft ft 



RMN 1H CDCb Sppm: 1.21 (d, 6H, J = 6.09Hz),1.65 (s, 6 H), 5.10 (m, 1H), 6.86 
(d, J = 8.65Hz, 2H), 6.95 (m, 1H), 7.02 (dd, J=8.65Hz, J = 1.53Hz, 1H), 7.48 (m, 
1H), 7.54 (d, J=1 5.25Hz, 1H), 7.57 (d, J=8.65Hz), 7.87 (d, J=15.25Hz, 1H), 7.93 
(d, J = 8.40 Hz, 1 H), 12.94 (signal echangeable D 2 6, 1H) 

5 

Synthese en milieu acide : 




1 0 1 -[^-hydroxy^-ethoxycarbonyldimethylmethyloxyphenyll-a-p.S-ditertbutyW- 
hydroxyphenyQprop-2-en-l-one : 

La cetone (1 eq) et I'aldehyde (1 eq) sont solubilises dans une solution d'ethanol 
saturee d'acide chlorhydrique gazeux. L'ensemble est agite a temperature 
ambiante pendant 6h puis le solvant est elimine par evaporation sous pression 
15 reduite. La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one est purifiee par chromatographie sur gel 
de silice. 

RMN 1H CDCI 3 8ppm : 1.26 (t, J = 7.11, Hz 3 H), 1.45 (s, 18H), 1.7 (s, 6H), 4.25 
(q, J = 7.11 Hz), 5.62 (signal 1H), 6.33 (d, J = 2.37, 1H), 6.42 (dd, J = 2.37 et 8.88 
Hz, 1H), 7.40 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.50 (s, 2H), 7.82 (d, J = 8.88 Hz, 1H ), 7.88 (d, 
20 J = 15.4 Hz, 1H). 

Bibliographie : Adams etal, J Org Chem, 1967, 3992-3998 
Preparation des matieres premieres specifiques : 

25 

1-Cetones : 

4'-chloro-2'-hydroxyacetophenone : 




Acetate de 3-chlorophenyle 

Le 3-chlorophenol est solubilise dans le dichloromethane. La triethylamine (1eq) et 
5 I'anhydride acetique(2 eq) sont ajoutes. Uensemble est agite 5 heures a 
temperature ambiante. Le solvant est .elimine par evaporation sous pression 
r6duite. Le residu d'evaporation est repris par du dichloromethane. La phase 
organique est sechee sur sulfate de magnesium. Le solvant est elimine par 
evaporation sous pression reduite. L'acetate de 3-chlorophenyle brut est utilise 
10 pour la reaction suivante. 

RMN 1H CDCI 3 8ppm: 2.29 (s, 3 H), 6.99-7.33 (m,4 H) 

4'-Chloro-2 , -hydroxyacetophenone 

L'acetate de 3-chlorophenyle est melange au chlorure d'aluminium (3 eq), le 
15 melange est chauffe 1 heures a 200°C. Le milieu reactionnel est ramene.a 
temperature ambiante puis verse dans la glace. La phase aqueuse est extraite par 
du chlorure de methylene, la phase organique est sechee sur sulfate dp 
magnesium. Le residu est purifie par chromatographie sur gel de silice. 
RMN 1H CDCI3 6ppm: 3.41 (s, 3 H), 6.81 (dd, J = 8.82Hz, 1H), 6.91 (s, 1H), 7.60 
20 (d. 8.82Hz, 1 H), 12.33 (s, 1H) 

Bibliographie : Chen et at, J Chem Soc, 1958, 146-148. 

2'-Hydroxy-4 , -(ethoxycarbonyldimethylmethoxy)acetophenone : 

25 " " ~ ^"""^ — — - — 




La 2 , ,4-dihydroxyacetophenone est solubilisee dans de Tacetone anhydre, le 
carbonate de potassium (2 eq) puis le 2-bromo-2-methylpropanoate d'ethyle (1 eq) 
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sont ajoutes. L'ensemble est maintenu 24 heures sous vive agitation a reflux. 
L'avancement de la reaction est suivi par chromatographie sur couche mince. Le 
milieu reactionnel est ramene a temperature ambiante, les sels sont elimines par 
filtration. La 2'-Hydroxy^4ethoxycarbonyldimetnyTmeth^xy)acetophenone pure 
5 est obtenue par chromatographie sur gel de silice. 

RMN 1H CDCI3 8ppm : 1.25 (t, J = .7.17 Hz, 3H), 1.67 (s, 6H), 2.56 (s, 3H), 4.24 
(q, J = 7.17, 2H), 6.27 (d, J = 2.55 Hz, 1H), 6.37 (dd, J = 2.55Hz, J = 8.72 Hz, 1H), 
7.62 (d, J = 8.72, 1H), 12,6 (signal, 1H). 

10 Bibliographie : Brevet US n° 3,629,290 (1970), Fisons Pharmaceutical 
2-Aldehvdes : 




o o 



R3 , R5 = H, CH 3 , OCH3, G 4 = O, S 
R4 = C(CH 3 )2COOCH 2 CH3 



ou 




R3 = C(CH 3 )2COOCH 2 CH3 



25 

L'aldehyde est solubilise dans de I'acetone anhydre. Le carbonate de potassium 
est ajoute (2 eq) puis le 2-bromo-2-methylpropanoate d'ethyle (2 eq). Le milieu 
reactionnel est maintenu 18 heures sous agitation a reflux. L'avancement de la 
30 reaction est suivi par chromatographie sur couche mince. Une fois la reaction 
terminee, le milieu est ramene a temperature ambiante, les sels sont elimines par 
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filtration. Le solvant est elimine par evaporation sous pression reduite. Le residu 

est ensuite purifie parchromatographie surgel de silice. 

Exemple : 4-(Ethoxycarbonyldimethylmethoxy)benzaldehyde : 

RMN 1H CDCI3 8ppm: 1.21 (t, J = 6.96Hz, 3 H), 1.67 (s, 6H), 4.21 (q, 6.96 2H), 

6.88 (d, J = 8.91Hz, 2 H), 7.77 (d, J = 8.94Hz, 2 H), 9.87 (s, 1H) 

1 ,3-diphenylprop -1-hydroxyiminoprop-2-ene : 




La 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitute est solubilisee dans du methanol, La 
pyridine est ajoutee (4 eq) puis le chlorhydrate d'hydroxylamine. Le milieu 
reactionnel est porte a leger reflux, I'avancement de la reaction est suivi par 
chromatographie sur couche mince. Une fois la reaction terminee, le solvant est 
elimine par evaporation sous pression reduite. Le residu est repris par du 
dichloromethane. La phase organique est lavee par une solution aqueuse d'acide 
chlorhydrique 0,1 N puis avec de I'eau. La phase organique est sechee sur sulfate 
de magnesium puis le chlorure de methylene est elimine par evaporation sous 
pression reduite. Le 1,3-diphenylprop-1-hydroxyiminoprop-2-ene substitue pur est 
obtenu apr6s purification sur gel de silice. 



EXEMPLE 2 : Evaluation des proprietes antioxvdantes des composes selon 
I'invention 



1. Protection de Foxydation des LDL par le cuivre ou le dihydrochloride d'azobis 
(2-amidinopropane) (AAPH) : 



Les composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une fonction 
acide carboxylique, testes sont les composes dont la preparation est decrite dans 
les exemples decrits ci-dessus. 

L'oxydation des LDL est une modification importante et joue un role preponderant 
5 dans la mise en place et le developpement de I'atherosclerose (Jurgens, Hoff et 
al. 1987). Le protocole suivant permet la mise en evidence des proprietes 
antioxydantes des composes. Sauf mention differente, les reactifs proviennent de 
chez Sigma (St Quentin, France). 

Les LDL sont prepares suivant la methode decrite par Lebeau et al. (Lebeau, 
10 Furman et al. 2000). 

Les solutions de composes a tester sont preparees a 10" 2 M dans de I'ethanol et 
diluees dans du PBS pour avoir des concentrations finales allant de 0,1 a 100 pM 
pour une concentration totale d'ethanol de 1% (v/v). 

15 Avant l'oxydation, i'EDTA est retire de la preparation de LDL par dialyse. 

L'oxydation a ensuite lieu a 30°C en ajoutant 100 pi d'une solution a 16,6 pM de 
CuS0 4 ou de 2 mM de AAPH a 800 pL de LDL (125 pg de proteines/ml) et 100 pi 
d'une solution du compose a tester. La formation de dienes, I'espece a observer, 
se mesure par densite optique a 234 nm dans les echantillons traites avec les 

20 composes mais avec ou sans cuivre (ou AAPH). La mesure de la densite optique 
a 234 nm est realisee toutes les 10 minutes pendant 8 heures a I'aide d'un 
spectrophotometre thermostate (Kontron Uvikon 930). Les analyses sont realisees 
en triplicata. Nous considerons que les composes ont une activite antioxydante 
lorsqu'ils induisent un decalage de phase par rapport a I'echantillon temoin. Les 

25 inventeurs mettent en evidence que les composes selon I'invention, possedant 
une fonction ester ou une fonction acide carboxylique, retardent l'oxydation des 
LDL (induite par le cuivre), ceci indiquant que les composes selon I'invention 
possedent un caractere antioxydant intrinseque. Un exemple de resultats est 
donne sur les figures 1 , 2 et 3 ou les proprietes antioxydantes des composes 2 et 

30 5 sont illustrees. 



2. Evaluation de la protection conferee par les composes selon ['invention vis-a-vis 
de la peroxydation lipid ique : 

Les composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une fonction 
acide carboxylique, testes sont les composes dont la preparation est decrite dans 
les exemples decrits ci-dessus. 

La mesure de I'oxydation des LDL est realisee par la methode des TBARS. 

Selon le meme principe que celui decrit precedemment, les LDL sont oxydes avec 
du CuS0 4 et la peroxydation lipidique est determinee de la maniere suivante : 

Les TBARS sont mesures a I'aide d'une methode spectrophotometrique, 
I'hydroperoxydation lipidique est mesuree en utilisant I'oxydation peroxyde-lipide 
dependante de Tiodide en iodine. Les resultats sont exprimes en nmol de 
malondialdehyde (MDA) ou en nmol d'hydroperoxyde/mg de proteines. 

Les resultats obtenus precedemment, en mesurant I'inhibition de la formation de 
dienes conjugues, sont confirmes par les experiences de mesure de peroxydation 
lipidique des LDL. Les composes selon invention protegent egalement de 
maniere efficace les LDL contre la peroxydation lipidique induite par le cuivre 
(agent oxydant). 

Exemple 3 : mesure des proprietes antioxydantes des composes selon 
['invention sur des culture de cellules 

Protocole de culture : 

Les lignees cellulaires utilisees pour ce type d'experiences sont de type 
neuronales, neuroblastomes (humains) et cellules PCI 2 (rat). Les cellules PC12 
ont ete preparees a partir d'un pheochromocytome de rat et sont caracterisees par 
Greene et Tischler (Greene and Tischler, 1976). Ces cellules sont couramment 
utilisees pour des etudes de differenciation neuronale, transduction du signal et 
mort neuronale. Les cellules PC12 sont cultivees comme precedemment decrit 



(Farinelli, Park et al. 1996), dans du milieu complet RPMI (Invitrogen) 
complements avec 10% de serum de cheval et 5% de serum de veau foetal. 

DbSl _culturBS_(pjlmaiies)_ xJe_ jjeHules endotheliales et . muscles lisses sont 
egalement utilisees. Les cellules sont commandees chez Promocell (Promocell 
5 GmBH, Heidelberg) et sont cultivees selon les indications du fournisseur. 

Les cellules sont traitees avec differentes doses de composes de 5 a 300 pM 
pendant 24 heures. les cellules sont alors recuperees et I'augmentation de 
I'expression des genes cibles est evaluee par PCR quantitative. 

10 Mesure des ARMm : 

Les ARNm sont extraits des cellules en culture traitees ou non avec les composes 
selon I'invention. L'extraction est realisee a I'aide des reactifs du kit Absolutely 
RNA RT-PCR miniprep Kit (Stratagene, France) selon les indications du 
fournisseur. Les ARNm sont ensuite doses par spectrometrie et quantifies par RT- 

15 PCR quantitative a I'aide du kit Light Cycler Fast start DNA Master Sybr Green I kit 
(Roche) sur un appareil Light Cycler System (Roche, France). Des paires 
d'amorces specifiques des genes de la Super Oxyde Dismutase (SOD), de la 
Catalase et de la Glutathion Peroxydase (GPx), enzymes anti-oxydantes, sont 
utilisees comme sondes. Des paires d'amorces specifiques des genes p-actine et 

20 cyclophiline sont utilisees comme sondes temoin. 

L'augmentation de I'expression des ARNm, mesuree par RT-PCR quantitative, 
des genes des enzymes antioxydantes est mise en evidence dans les differents 
types cellulaires utilises, lorsque les cellules sont traitees avec les composes 
selon Pinvention possedant une fonction acide carboxylique. 

25 

Controle du stress Oxydatif : 

Mesure des especes oxydantes dans les cellules en culture : 

Les proprietes antioxydantes des composes sont egalement evaluees a Taide d'un 
indicateur fluorescent dont I'oxydation est suivie par Tapparition d'un signal 
30 fluorescent. La diminution d'intensite du signal fluorescent emis est mesuree dans 



les cellules traitees avec les composes de la maniere suivante : les cellules PC12 
cultivees comme precedemment decrit (plaques noire 96 puits fonds transparent^, 
Falcon) sont incubees avec des doses cnoissantes de H 2 0 2 (0,25 mM - 1 mM) 
dans du milieu sans serum pendant 2 et 24 heures. Apres I'incubation le milieu est 
enleve et les cellules sont incubees avec une solution de 
dichlorodihydrofluoresceine diacetate (DCFDA, Molecular Probes, Eugene, USA) 
10 uM dans du PBS pendant 30 min a 37°C et dans une atmosphere contenant 
5% de C0 2 . Les cellules sont ensuite nncees avec du PBS. La detection de la 
fluorescence emise par I'indicateur de I'oxydation est mesuree a I'aide d'un 
fluorimetre (Tecan Ultra 384) a une longueur d'onde d'excitation de 495 nm et une 
longueur d'onde d'emission de 535 nm. Les resultats sont exprimes en 
pourcentage de protection par rapport au temoin oxyde. 

L'intensite de fluorescence est plus faible dans les cellules incubees avec les. 
composes selon I'invention que dans les cellules non traitees. Ces resultaisr 
indiquent que les composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une. 
fonction acide carboxylique, fayorisent Inhibition de la production d'especes 
oxydantes dans des cellules soumises a un stress oxydatif. Les proprietes. 
antioxydantes decrites precedemment sont egalement efficaces pour induire une, 
protection antiradicalaire dans des ceilules en culture. 

Mesure de la peroxydation lipidique : 

L'effet protecteur des composes sur la peroxydation lipidique sur des cultures de 
cellules (modeles cellulaires cites precedemment) est determine de la fagon 
suivante : les differentes lignees cellulaires ainsi que les cellules en culture 
primaire sont traitees comme precedemment, le sumageant des cellules est 
recupere apres le traitement et les cellules sont lysees et recuperees pour la 
determination de la concentration proteique. La detection de la peroxydation 
lipidique est determinee de la maniere suivante : 

La peroxydation lipidique est mesuree a I'aide d'acide thiobarbiturique (TBA) qui 
reagit avec la lipoperoxydation des aldehydes tel que le malondialdehyde (MDA). 
Apres les traitements, le surnageant des cellules est collecte (900 pi) et 90 pi 
d'hydroxytoluene butyle y sont ajoutes (Morliere, Moysan et al. 1991). Un ml d'une 



solution de TBA a 0,375% dans 0,25M HCL contenant 15% d'acide 
trichloroacetique est egalement ajoute aux milieux reactionnels. Le melange est 
chauffe a 80°C pendant 15 min, refroidit sur glace et la phase organique est 
extraite avec du butanoT. L'analyse de la phase organique se fait par 
5 spectrofluorometrie (A,exc=515 nm et A,em=550 nm) a Taide du spectrofluorimetre 
Shimazu 1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon). Les TBARS sont exprimes 
en equivalents MDA en utilisant un standard le tetra-ethoxypropane. Les resultats 
sont normalises par rapport au contenu en proteines. 

La diminution de la peroxydation lipidique observee dans les cellules traitees avec 
10 les composes selon I'invention continue les resultats obtenus precedemment. 

Les composes selon Tinvention, possedant une fonction ester ou une fonction 
acide carboxylique, presentent avantageusement des proprietes antioxydantes 
intrinseques qui permettent de ralentir et/ou d'inhiber les effets d'un stress 
oxydatif. Les inventeurs montrent egalement que les composes selon ('invention 
15 sont capables d'induirent Texpression des genes d'enzymes antioxydants. Ces 
caracteristiques particulieres des composes selon I'invention permettent aux 
cellules de lutter plus efficacement contre le stress oxydatif et done d'etre 
protegees vis a vis des dommages induits par les radicaux libres. 

20 Exemple 4 : Evaluation de ^activation des PPARs in vitro par les composes 
selon I'invention 

Les composes selon Tinvention, possedant une fonction acide carboxylique, testes 
sont les composes dont la preparation est decrite dans les exemples decrits ci- 
25 dessus. 

Les recepteurs nucleates membres de la sous-famille des PPARs qui sont actives 
par deux classes majeures de composes pharmaceutiques, les fibrates et les 
glitazones, abondamment utilisees en clinique humaine pour le traitement des 
dislipidemies et du diabete, jouent un role important dans Thomeostasie lipidique 
30 et glucidique. Les donnees experimentales suivantes montrent que les composes 
selon I'invention activent PPARct in vitro. 
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L'activation des PPARs est evaluee in vitro dans des lignees de type fibroblastique 
RK13 par la mesure de I'activite transcriptionnelle de chimeres constitutes du 
domaine de liaison a I'ADN du facteur de transcription Gal4 de levure et du 
5 domaine de liaison du ligand des differents PPARs. Ces derniers resultats sont 
ensuite confirmes dans des lignees cellulaires selon les protocoles suivants : 

L'exemple est donne pour les cellules RK13. 

a. Protocoles de culture 

10 Les cellules RK13 proviennent de V ECACC (Porton Down, UK) et sont cultivees 
dans du milieu DMEM supplements de 10% vol/vol serum de veau foetal, 100 
U/ml peniciliine (Gibco, Paisley, UK) et 2 mM L-Glutamine (Gibco, Paisley, UK). Le 
milieu de culture est change tous les deux jours. Les cellules sont conservees,a 
37°C dans une atmosphere humide contenant 5% de C0 2 et 95% d'air. 

15 

b. Description des plasmides utilises en transfection 

Les plasmides pG5TkpGL3, pRL-CMV, pGal4-hPPARa, pGal4-hPPARy et pGal4-<J> 
ont ete decrits par Raspe, Madsen et al. (1999). Les constructions pGal4-mPPARa 
et pGal4-hPPARp ont ete obtenues par clonage dans le vecteur pGal4-<j> de 
20 fragments d'ADN amplifies par PGR correspondants aux domaines DEF des 
recepteurs nucleates PPARa de souris et PPARJ3 humain. 

c. Transfection 

Les cellules RK13 sont ensemencees dans des boTtes de culture de 24 puits a 
25 raison de 5x1 0 4 cellules/puit et sont transferees pendant 2 heures avec le 
plasmide rapporteur pG5TkpGL3 (50 ng/puit), les vecteurs d'expression pGaI4-(|), 
pGal4-mPPARa, pGal4-hPPARa, pGal4-hPPARy, pGa!4-hPPARp (100 ng/puit) et 
ie vecteur de controle de Tefficacite de transfection pRL-CMV (1 ng/puit) suivant le 
protocole decrit precedemment (Raspe, Madsen et al. 1999) et incubees pendant 
30 36 heures avec les composes testes. A Tissue de Texperience, les cellules sont 




lysees (Gibco, Paisley, UK) et !es activites luciferase sont determinees a I'aide du 
kit de dosage Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega, Madison, Wl, 
USA) selon la notice du foumisseur comme decrit precedemment. Le contenu en 
proteines des extraits cellulaires est ensuite evalue a I'aide du kit de dosage Bio- 
5 Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munchen, Allemagne) selon la notice du foumisseur. 

Les inventeurs mettent en evidence une augmentation de Tactivite luciferase dans 
les cellules traitees avec les composes selon invention et transferees avec le 
plasmide pGal4-hPPARa. Cette induction de I'activite luciferase indique que les 
10 composes selon invention, possedant une fonction acide carboxylique, sont des 
activateurs de PPARa. Un exemple de resultat obtenu avec differents composes 
selon invention est presente sur la figure 4. 



15 Exemple 5 : evaluation des proprietes anti-inflammatoires des composes 
selon I'invention 

La reponse inflammatoire apparaTt dans de nombreux desordres neurologiques, 
comme les scleroses multiples, la maladie d'Alzheimer et de Parkinson, les 

20 ischemie cerebrales et les accidents traumatiques du cerveau, de plus 
inflammation est Tun des facteurs importants de la neurodegenerescence. Lors 
d'accidents cerebraux, une des premieres reactions des cellules de la glie est de 
liberer des cytokines et des radicaux libres. La consequence de cette liberation de 
cytokines et de radicaux libres est une reponse inflammatoire au niveau cerebral 

25 qui peut mener a la mort des neurones (Rothwell 1997). 

Les lignees cellulaires et les cellules primaires sont cultivees comme decrit 
precedemment. 

Le LPS, endotoxine bacterienne (Escherichia coli 01 11 :B4) (Sigma, France) est 
reconstitue dans de Teau distillee et conserve a 4°C. les cellules sont traitees avec 
30 une concentration de LPS de 1 \jgfm\ pendant 24 heures. Pour eviter toutes 
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interferences avec d'autres facteurs le milieu de culture des cellules est totalement 
change. 

Le TNF-a est un facteur important de la reponse inflammatoire a uri stress 
(oxydant par exemple). Pour evaluer la secretion de TNF-a en reponse a une 
5 stimulation par des doses croissantes de LPS, le milieu de culture des cellules 
stimulees est preleve et la quantite de TNF-a est evaluee avec un kit ELISA-TNF- 
a (Immunotech, France). Les echantillons sont dilues 50 fois afin d'etre en 
adequation avec la gamme etalon (Chang, Hudson et al. 2000). 

La propriete anti-inflammatoire des composes est caracterisee de la maniere 
10 suivante : le milieu de culture des cellules est totalement change et les cellules 
sont incubees avec les composes a tester pendant 2 heures. Apres cette 
incubation, du LPS est rajoute au milieu de culture a une concentration finale de 1 
pg/ml. Apres 24 heures d'incubation, le surnageant de cellules est recupere et 
stocke a -80°C lorsqu'il n'est pas traite directement. Les cellules sont lysees et la 
15 quantite de proteines est quantifiee, a Taide du kit de dosage Bio-Rad Protein 
Assay (Bio-Rad, Munchen, Allemagne) selon la notice du fournisseur. }' 

La mesure de la diminution de secretion de TNF-a favorisee par le traitement avec 
les composes testes est exprimee en pg/ml/pg de proteine et rapporte en 
pourcentage par rapport au temoin. Ces resultas montrent que les composes 
20 selon I'invention, possedant une fonction ester ou une fonction acide carboxylique, 
possedent des proprietes anti-inflammatoires. 

Exemple 6 : Evaluation des effets neuro-protecteurs des composes selon 
rinvention dans un modele d'ischemie-reperfusion cerebral 

25 

Modele Prophylactique : 

1/ Traitements des animaux 

1.1 Animaux et administration des composes 

Des souris apolipoproteine E KO (invalidation du gene de Papolipoproteine E), 
30 C57BI6 (sauvages) et PPARaKO (invalidation du gene du PPARa) de 28 a 32 g 
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ou des rats Wistar ou Sprague Dawley de 200 a 350 g ont ete utilises pour cette 
experience. 

--Les-animaux sont .raainienus. sous jua cycle lumiexeZoJ)Scurite_de 12 h a_yne_ 
temperature de 20 +/- 3°C. Les animaux ont un acces libre a I'eau et a la 
5 nourriture. La prise de nourrlture et la prise de poids sont enregistrees. 

Les animaux sont traites par gavage avec les composes selon I'invention (200 
mg/kg/jour) ou le vehicule (carboxycellulose 0,5% (CMC)), pendant 14 jours avant 
I'induction de I'ischemie de I'artere moyenne cerebrale. 

10 1.2 Induction d'une ischemie-reperfusion par occlusion intraluminale de I'artere 
moyenne cerebrale : 

Les animaux ont ete anesthesies a I'aide d'une injection intra-peritoneale de 300 
mg/kg d'hydrate de chloral. Une sonde rectale est mise en place et la temperature 
du corps est maintenue a 37 +/- 0,5°C. La pression arterielle est mesuree au 
1 5 cours de toute l'experience. 

Sous un microscope chirurgical, la carotide droite est mise a jour a I'aide d'une 
incision cervicale mediate. L'artere pterygopalatine a ete ligaturee a son origine et 
une arteriotomie est realisee dans I'artere carotide externe afin d'y glisser un 
mono-filament de nylon. Ce filament est alors doucement avance dans I'artere 
20 carotide commune puis dans I'artere carotide interne afin d'obturer I'origine de 
I'artere cerebrale moyenne. Apres 1 heure, le filament est retire pour permettre la 
reperfusion. 

21 Mesure du volume de I'infarctus cerebral : 

25 24 heures apres la reperfusion, les animaux prealablement traites ou non traites 
avec les composes sont tues par une overdose de pentobarbital. 

Les cerveaux sont rapidement congeles et sectionnes. Les sections sont colorees 
au violet Cresyl. Les zones non colorees des sections cerebrates ont ete 
considerees comme lesees par I'infarctus. Les aires ont ete mesurees et le 
30 volume de I'infarctus et des deux hemispheres ont ete calcules par la formule 
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suivante (Volume de I'infarctus corrige = Volume de I'infarctus - (volume de 
I'hemisphere droit - volume de 1'hemisphere gauche)) pour compenser I'oedeme 
cerebral. 

L'analyse des coupes de cerveaux d'animaux traites revele une nette diminution 
du volume de I'infarctus par rapport aux animaux non traites. Lorsque les 
composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou une fonction acide 
carboxylique, sont administres aux animaux avant I'ischemie (effet 
prophylactique), lis sont capables d'induire une neuroprotection. 

3/ mesure de I'activite des enzymes anti-oxydantes : 

Les cerveaux des souris sont congeles, ecrases et reduits en poudres puis re- 
suspendus dans une solution saline. Les differentes activites enzymatiques sont 
ensuite mesurees comme decrrts par les auteurs suivants : superoxide dismutase 
(Flohe and Otting 1984); glutathion peroxidase (Paglia and Valentine 1967) '; 
glutathion reductase (Spooner, Delides et al. 1981); glutathion-S-transferase 
(Habig and Jakoby 1981); catalase (Aebi 1984). 

Les differentes activites enzymatiques mentionnees ci-dessus sont augmentees 
dans les preparations de cerveaux des animaux traites avec les composes selon 
I'invention possedant une fonction ester ou une fonction acide carboxylique. 

Modele curatif ou traitement de la phase aigue 

1/ Induction d'une ischemie-reperfusion par occlusion intraluminal de Tartere 
moyenne cerebrale. 

Des animaux tels que decrits precedemment sont utilises pour cette experience. 
Les animaux sont anesthesies a I'aide d'une injection intra-peritoneale de 300 
mg/kg d'hydrate de chloral. Une sonde rectale est mise en place et la temperature 
du corps est maintenue a 37 +/- 0,5°C. La pression arterielJe est mesuree au 
cours de toute ['experience. 

Sous un microscope chirurgical, la carotide droite est mise a jour a I'aide d'une 
incision cervicale mediale. L'artere pterygopalatine a ete ligaturee a son origine et 
une arteriotomie est realisee dans l'artere carotide externe afin d'y glisser un 
mono-filament de nylon. Ce filament est ensuite doucement avance dans l'artere 
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carotide commune puis dans Partere carotide interne afin d'obturer Porigine de 
Partere cerebrale moyenne. Apres 1 heure, le filament est retire pour permettre la 
reperfusion. 

5 21 traitement des animaux : 

Les animaux ayant subi une ischemie-reperfusion prealable sont traites par les 
composes selon I'invention par voie orale ou systemique une ou plusieurs fois 
apres la reperfusion. 

10 3/ Mesure du volume de Pinfarctus cerebral : 

24, 48 ou 72 heures apres la reperfusion, les animaux prealablement traites ou 
non traites avec les composes sont tues par une overdose de pentobarbital. 

Les cerveaux sont rapidement congeles et sectionnes. Les sections sont colorees 
au violet Cresyl. Les zones non colorees des sections cerebrates ont ete 
15 considerees comme lesees par Pinfarctus. Les aires ont ete mesurees et le 
volume de Pinfarctus et des deux hemispheres ont ete calcules par la formule 
suivante (Volume de Pinfarctus corrige = Volume de Pinfarctus - (volume de 
Phemisphere droit - volume de Phemisphere gauche)) pour compenser Poedeme 
cerebral. 

20 Dans les cas d'un traitement curatif (traitement de la phase aigue), les animaux 
traites avec les composes selon Pinvention, possedant une fonction ester ou une 
fonction acide carboxylique, ont des dommages au niveau cerebral reduit par 
rapport aux animaux non traites. En effet le volume de Pinfarctus est diminue 
lorsque les composes selon Pinvention sont administres une ou plusieurs fois 

25 apres Pischemie-reperfusion. 

L^tilisation des composes selon Pinvention, possedant une fonction ester ou une 
fonction acide carboxylique, dans differents modeles experimentaux montre que 
ces nouveaux composes possedent une activite antioxydante intrinseque, capable 
30 de retarder et de reduire les effets d'un stress oxydatif, de plus ils induisent 



egalement I'expression des genes des enzymes antioxydantes ce qui associe a 
leur caractere antioxydant perrnet de renforcer les protections anti-radicalaires de 
cellules en culture. Par ailleurs les composes selon I'invention possedent 
egalement un pouvoir anti-inflammatoire et la propriete d'activer le recepteur 
nucleaire PPARa. 

Enfin, Tutilisation des composes selon I'invention, possedant une fonction ester ou 
une fonction acide carboxylique, dans un modele d'ischemie reperfusion chez 
Tanimal montre I'effet benefique sur la neuroprotection aussi bien avec un 
traitement preventif que curatif. 
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REVENDICATIONS 



1- Derives de 1,3-diphenylprop-2-en-1-one substitues, caracterises en ce 
qu'ils presentent la formule (I) suivante : 




(I) 

dans laquelle : 

X1 represente un halogene ou un groupement -R1 ou un groupement repondant a 
la formule suivante : -G1-R1 , 

X2 represente un atome d'hydrogene ou un groupement thionitroso ou un 
groupement hydroxy ou un groupement alkylcarbonyloxy ou un groupement 
alkyloxy ou un groupement thiol ou un groupement alkylthio ou un groupement 
alkylcarbonylthio, X2 peut egalement representer un atome d'oxygene ou de 
soufre lie au carbone 3 de la chatne propene, pour former un derive de type 2- 
phenyl-4H-1 -benzopyran-4-one, 

X3 represente un groupement -R3 ou un groupement repondant a la formule 
suivante : -G3-R3, 

X4 represente un halogene ou un groupement thionitroso ou un groupement -R4 
ou un groupement repondant a la formule suivante : -G4-R4, 

X5 represente un groupement -R5 ou un groupement repondant a la formule 
suivante : -G5-R5, 



X6 est un atome d'oxygene ou un atorne d'azote, dans le cas ou X6 est un atome 
d'azote, il porte un atome d'hydrogene ou un groupement hydroxy ou un 
groupement alkyloxy. 



5 R1, R3, R4, R5, identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene ou 
un groupement alkyle substitue ou non par un groupement faisant partie du 
groupe 1 ou du groupe 2 definis ci-dessous, 

G1, G3, G4, G5, identiques ou differents, representent un atome d' oxygene ou de 
10 soufre, 

avec au moins un des groupements X1 , X3, X4 ou X5 repondant a la formule -G- 
R, et 

15 avec au moins un des groupements R1, R3, R4 ou R5 present sous la forme d'un 
radical alkyle portant au moins un substituant du groupe 1 ou 2, ledit radical alkyle 
etant lie directement au cycle ou etant associe a un groupement G selon la 
formule -GR, 

20 les substituants du groupe 1 sont choisis parmi les groupements carboxy de 
formule : -COOR 6 et les groupements carbamoyle de formule : -CONR6R7, 

les substituants du groupe 2 sont choisis parmi Tacide sulfonique (-SO3H) et les 
groupements sulfonamide de formule : -S02NRe,R7 

25 

avec R6 et R 7 , identiques ou differents, representant un atome d'hydrogene ou un 
radical alkyle eventueliement substitue par au moins un groupe de type 1 ou 2, 

leurs isomeres optiques et geometriques, leurs racemates, leurs tautomeres, leurs 
30 sels, leurs hydrates et leurs melanges, 

a I'exclusion des composes de formule (I) dans laquelle 



- Xi, X 2> X3 et X5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRaRg-COORio, avec Rs et Rg, identiques ou differents, representent ua radical 
alkyle de C1-C2, et R10 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 
C1-C7, et 

- X 2 , X3 et X 5 representent simultanement un atome d'hydrogene, represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRnR 12 -COOR 10 , avec Rn et R<| 2 , identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R 10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 

2- Derives selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils peuvent 
correspondre a la conformation cis, trans ou leur melange. 

3- Derives selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils presentent une 
formule- (I) dans laquelle au moins un X1, X3, X4 et X5 comprend une fonction 
acide ou ester. 

4- Derives selon la revendication 1 ou 2, caracterises en ce que X4 est un 
groupement thionitroso ou un groupement -R4 ou un groupement repondant a la 
formule -G4-R4, dans laquelle G4 et R4 sont tels que definis a la revendication 1. 

5- Derives selon la revendication 1, caracterises en ce que X2 est un 
groupement thionitroso ou un groupement hydroxy ou un groupement alkyloxy ou 
un groupement thiol ou un groupement alkylthio. 

6- Derives selon la revendication 1, caracterises en ce que X4 est un 
groupement thionitroso ou un groupement -R4 ou un groupement repondant a la 
formule -G4-R4 et X2 est un groupement thionitroso ou un groupement hydroxy 
ou un groupement alkyloxy ou un groupement thiol ou un groupement alkylthio, 
dans laquelle G4 et R4 sont tels que definis a la revendication 1. 



7- Derives selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterises en ce que X1 est un groupement -G1-R1 et en ce que R1 est un 
groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec G1 et le substituant 

5 du groupe 1 tels que definis a la revendication 1. 

8- Derives selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterises en ce que X4 est un groupement -G4-R4 et en ce que R4 est un 
groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, avec G4 et le substituant 

10 du groupe 1 tels que definis a la revendication 1. 

9- Derives selon Tune des revendications 1 a 7, caracterises en ce que X4 
est un groupement -G4-R4, R4 est tel que defini a la revendication 1 et X3 ou X5 
represente respectivement R3 ou G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre part, 

15 avec R3 ou R5 est un groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit 
substituant du groupe 1 etant tel que defini a la revendication 1. 

10- Derives selon Tune des revendications 1 a 6, caracterises en ce que X1 
est un groupement -G1-R1 dans lequel G1 est un atome d'oxygene et R1 est un 

20 groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 
1 etant tel que defini a la revendication 1. 

11- Derives selon Tune des revendications 1 a 6, caracterises en ce que X4 
est un groupement -G4-R4 dans lequel G4 est un atome d'oxygene et R4 est un 

25 groupement alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 
1 etant tel que defini a la revendication 1. 

12- Derives selon Tune des revendications 1 a 6, caracterises en ce que X4 
est un groupement -G4-R4 dans lequel G4 est un atome d'oxygene, R4 est tel 

30 que defini a la revendication 1 et X3 ou X5 represente respectivement R3 ou 
G3R3, d'une part, et R5 ou G5R5, d'autre part, avec R3 ou R5 est un groupement 
alkyle portant un substituant du groupe 1, ledit substituant du groupe 1 etant tel 
que defini a la revendication 1. 
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13- Derive selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il est choisi parmi le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- • 3-[4- 
carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4- 

chlorophenyl]- 3-[4-/sopropyloxycarbonyl dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1- 
one, le 1-[2-hydroxypheny0-3-[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1- 
• one, le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl] 
prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-methylcarbonyloxyphenyl]-3-[4-carboxydimethyl 
methyloxyphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-methyIcarbonyloxyphenyl]-3-[4-/sopropyl 
oxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le 1-[2-hydroxyphenyl]-3- 
[4-carboxydimethylmethyloxyphenyl]-1-hydroxylmlnoprop-2-ene et le 1-[2- 
hydroxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxyphenyl]-1- 
hydroxyiminoprop-2-ene, le 1 -[2-hydroxy-4-carboxydimethylmethyIoxyphenyl]-3- 
[3,5-dife/fbutyl-4-hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy^4-ethyloxy 
rarbonyldimethylmethyloxyphenyl]-3-^ 

one, le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxy-4-hydroxy-5-feAft>utyl 
phenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3-/sopropyloxycarbonyldimethyl 
methyloxy-4-hydroxy-5-ferfbutylphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4- 
chlorophenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxy-4-hydroxy-5-ferfbutylphenyl3prop-2- 
en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3-/sopropyloxycarboriyldimethyl 
methyloxy-4-hydroxy-5-ferfbutylphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1-[2-hydroxyphenyl]-3- 
[3-carboxydimethylmethyl-4-hydroxy-5-fertbutylphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2- 
hydroxyphenyl]-3-[3-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyl-4-hydroxy-5-fe/tbutyl 
phenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4-chlorophenyI]-3-[3-carboxydimethyl 
methyl-4-hydroxy-5-ferfbutylphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4-chloro 
phenyl]-3-[3-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyI-4-hydroxy-5-terft»utylphenyl] 
prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3-[3,5-dimethoxy-4- 

carboxydimethylmethyloxy]prop-2-en-1-one, le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]-3- 
[3,5-dimethoxy-4-/'sopropyloxycarbonyldimethylmethyloxy phenyl]prop-2-en~1-one, 
le l-p-hydroxyphenyll-S-fS.S-dimethoxy^-carboxydimethylmethyloxyphenylJprop- 
2-en-1-one, le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[3,5-dimethoxy-4-/sopropyloxycarbonyl 
dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le 1 -[2-hydroxy-4-carboxydimethyl 
methyloxyphenyl]-3-[3,5-di-methoxy-4-hydroxyphenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2- 



hydroxy^-/sopropyioxycari3onyldimethylmethyloxyph 

hydroxyphenyIlprop-2-en-l-one, le 1-[2-hydroxy-4-chlorophenyl]- 3-[3,4-dihydroxy- 
5-carboxyd imethylmethyloxy phenyl]- 2-prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-hydroxy-4- 
chlorophenyl]-3-[3,4-dihydroxy-5-/sopro^ 
5 2-propen-1-one, le 1-[2-hydroxy^-carboxydimethyImethyloxyphenyl]-3-[3,5- 
dimethyM-hydroxyphenyllprop^-en-l-one, le 1-[2-hydroxy-4- 

/sopropyloxycarbonyldimetftylmethylo^ 

hydroxyphenyl]prop-2-en-1-one, le l-p-hydroxy^-chlorophenyO-S-IS^-dimethyW- 
cart5oxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le 1-[2-hydroxy-4- 

10 chlorophenyl]-3-[3,5-dimethyW-/so 

phenyl]prop-2-en-1-one, le l-^-hydroxyphenyri-S-tS^-dimethyW- 

carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le -p-hydroxyphenyFj-S-I^S- 
dimethyl-4-/sopropyloxycarbonyl dimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one, le 1- 
[2-hydroxyphenyl]-3-[3-carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop^ -one, le 1 -[2- 

1 5 hydroxyphenyl]-3-[3-/sopropyloxycarbonyldimethylmethyIoxyphe prop-2-en-1 - 
one, le 1 -[2-hydroxyphenyl]-3-[4-carboxydimethylmethylthiophe - 
one, le 1-[2-hydroxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethyl 

methylthiophenyl]prop-2-en-1 -one, le 1 -[2-mercapto-4-methyloxyphenyl]-3-[4- 
carboxydimethylmethyloxyphenyl]prop-2-en-1-one et le 1-[2-mercapto-4- 

20 methyloxyphenyl]-3-[4-/sopropyloxycarbonyldimethylmethy^ 
one. 

14- Procede de preparation de composes de fornnule (I), caracterise en ce 
qu'il comprend une mise en contact en milieu basique ou en milieu acide d'au 
25 moins un compose de formule (A) avec au moins un compose de formule (B), les 
formules (A) et (B) etant : 
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0 (B) 

formules dans lesquelles X1 , X2, X3, X4 et X5 ont Ies definitions donnees a 



la revendication 1. 



5 15. Composition pharmaceutique comprenant, dans un support acceptable 

sur le plan pharmaceutique, au moins un compose de formule (I) tel que defini 
dans Tune des revendications 1 a 13. 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication precedente, pour le 
1 0 traitement ou la prophylaxie d'une pathologie vasculaire cerebrate. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16, caracterisee en 
ce que la pathologie vasculaire cerebrate est I'ischemie cerebrate. 

15 18. Composition pharmaceutique selon la revendication 16, caracterisee en 

ce que la pathologie vasculaire cerebrate est un accident hemorragique cerebral. 

19. Utilisation d'au moins un derive de 1,3-diphenylprop-2-en-1-one 
substitues pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 

20 traiter de maniere preventive ou de preference curative une pathologie vasculaire 
cerebrate et plus particulierement I'ischemie cerebrate, caracterise en ce que le 
derive de 1,3-diphenylprop-2~en-1-one substitue presente une formule generate (I) 
telle que definie dans Tune des revendications 1 a 13, y compris Ies composes de 
formule generate (I) dans laquelle : 

25 - Xi, X 2 , X 3 et X 5 represented simultanement un atome d'hydrogene, X 6 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule -O- 
CRsRg-COOR-io, avec Ra et R 9 , identiques ou differents, representent un radical 
alkyle de C1-C2, et R 6 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle de 
C1-C7, et 



# • 



- X 2> X3 et X 5 representent simultanement un atome d'hydrogene, X-i represente 
un atome d'halogene ou un radical R1 ou -G1R1, ou R1 represente un radical 
alkyle non substitue de C1-C2 et G1 represente un atome d'oxygene, Xe 
represente un atome d'oxygene et X4 represente un groupement de formule — O- 
CR11R12-COOR10, avec Rn et R12, identiques ou differents, representent un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C2, et R10 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle de C1-C7. 
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